慢性髓性白血病（CML）及Ph（+）急性淋巴细胞白血病（ALL）均具有BCR-ABL融合基因。伊马替尼等酪氨酸激酶抑制剂（TKI）靶向作用于BCR-ABL融合蛋白，使得大部分BCR-ABL（+）患者很快获得满意疗效[@b1]--[@b2]，但少部分患者会发生原发或继发耐药[@b3]。目前普遍认为，BCR-ABL酪氨酸激酶区单碱基突变造成相应氨基酸改变从而影响蛋白空间构象是耐药的主要机制[@b4]--[@b6]。国内外指南均建议根据突变结果决定TKI耐药患者的下一步治疗[@b7]--[@b9]。突变检测结果准确是发挥正确指导临床作用的前提。当前临床常规ABL突变检测主要采用Sanger直接测序法。目前很多医院均已开展BCR-ABL点突变的临床检测，但结果的准确性尚不知晓。2014年5月至2015年3月，国内6家医院进行了室间样本派发来比对BCR-ABL点突变的检测，旨在了解检测现状、发现问题并提出相应改进措施，以期促进检测水平的提高，使其在治疗中发挥最佳作用。

材料与方法 {#s1}
==========

1．派发样本的制备：由6家医院共同制备，每家医院提供10份来自TKI耐药的CML或Ph（+）ALL患者骨髓或外周血样本的cDNA样本各60 µl，每份分装为各6份平行样本冷藏快递至各家医院实验室分别检测，每家检测同样60份样本。

2．ABL点突变及ABL拷贝数的检测：各家医院按照自身的操作程序，扩增BCR-ABL酪氨酸激酶区域，然后对PCR产物进行双向直接测序。其中5家采用半巢式PCR即一轮扩增BCR-ABL、二轮扩增BCR-ABL上的ABL的方法，1家采用一轮扩增BCR-ABL后测序的方法。北京大学人民医院采用实时定量RT-PCR(RQ-PCR）技术检测各样本内参基因ABL拷贝数[@b10]。

3．结果分析及统计：各家医院回报结果内容包括是否有突变、突变氨基酸类型及相应碱基和突变比例（测序图谱中突变峰占总测序峰的比例）以及各份样本的突变图谱。北京大学人民医院结合测序图谱进行结果比对分析。采用SPSS13.0软件进行χ^2^检验比较比率。

结果 {#s2}
====

一、比对样本组成

60份样本中，来自CML及Ph（+）ALL的患者分别为49例和11例；按照BCR-ABL类型区分，P210（＋）样本54例（90%），P190（+）样本6例（10%）。为方便比较，所有样本均根据各家的转换系数转换为国际标准化的BCR-ABL转录本水平（BCR-ABL^IS^）[@b11]，P190（+）样本的中位BCR-ABL^IS^为61.6%（5.3%～96.8%），P210（+）样本的中位BCR-ABL^IS^为30.6%（0.45%～130.2%）。

二、比对总体结果

37份样本的碱基及相应氨基酸突变类型6家医院报告均一致，一致率为61.7%（37/60）。根据各家医院回报的测序图谱和结果可以确定53份比对样本的突变类型、1份样本没有突变、6份样本无法明确正确的结果。有明确结果的53份标本共包含了23种突变类型，突变类型及涉及样本的比例分别为：M244V（7.4%）、L248V（1.9%）、G250E（14.9%）、Y253F（3.7%）、Y253H（18.5%）、E255K（9.3%）、E255V（11.1%）、E275K（1.9%）、D276G（3.7%）、V299L(3.7%）、F311I(3.7%）、T315A(1.9%）、T315I(29.6%）、F317L(11.1%）、M351T(3.7%）、E355G(1.9%）、F359I（3.7%）、F359V（5.6%）、L387F(1.9%）、H396R（1.9%）、S438C（1.9%）、E453K(1.9%）、E459K(1.9%）。涉及样本比例最高的类型（\>5%）依次是T315I/A、Y253H/F、E255K/V、G250E、F317L、F359I/V和M244V。

三、不一致样本结果分析

23份比对样本结果不一致，分别由以下1项或几项原因造成：

1．12份样本（12/23, 52.2%）由于突变比例低甚至低至测序敏感度界限，导致或者突变峰很小未看到而未报告、或者测序突变峰不明显很难判断而未报告、或者测序图谱未显示出突变峰。各家医院结果一致并且能够检测到突变的36份样本中，各家医院报告的突变比例最低值≤20％的样本有6份（16.7%，6/36），另30份样本报告的突变比例最低值为30%\~90%。样本突变比例低与报告不一致明显相关（12/23对6/36, 52.2％对16.7%，*P*=0.008）。

2．1份样本（1/23, 4.3%）为L248V型突变，由于特殊的突变峰表现（该突变形成新的剪切点导致测序峰图为特征性的双峰表现），从而2家医院未能报告出结果。

3．1份样本（4.3%）为E453K型突变，2家医院由于PCR扩增未覆盖该位点，导致无法检测到。

4．由于扩增失败导致没有PCR产物，无法测序。在3份（10.3%）样本中发生。

5．7份（30.4%）样本发生了检测及报告错误，主要包括测序图谱显示的突变与其他医院均不同、或者测序图谱与报告结果不一致如漏报明显的突变、报错突变碱基或氨基酸、或者背景峰当做突变峰报告等。

6．6份（26.1%）样本各家医院之间的测序图谱差异较大，突变点不同，因而无法判定它们正确的突变结果。

四、样本质量与突变检测的关系

比对样本结果不一致的因素中扩增失败及各家医院之间测序图谱差异大无法确定结果与样本质量之间存在明显关系。扩增失败与ABL拷贝数≤10 000明显相关（3/11对0/49, 27.3％对0, *P*= 0.005），由于各家医院之间测序图谱差异大而无法确定结果与ABL拷贝数≤10 000明显相关（5/11对1/49, 45.5％对2.0%, *P*\<0.001）。

五、比对样本各家医院报告突变比例的比较

我们比较了各家医院结果一致并且能够检测到突变的36份样本各家医院报告的突变比例。中位突变比例差（6家医院报告的比例中最大值-最小值）为13%（10%～50%），47.2％的样本差值为10%，80.6％的样本差值≤20%，7份（19.4%）样本差值为30%～50%。

讨论 {#s3}
====

TKI靶向作用于BCR-ABL，为Ph（+）CML/ALL患者治疗带来革命性变化。但小部分患者会发生耐药，BCR-ABL激酶区突变是耐药的主要机制[@b3]--[@b6]。不同TKI对各个突变类型的敏感度不同，研究显示，慢性期CML患者选用突变敏感的TKI二线治疗能够延长生存[@b12]。因此，各大指南均推荐对于TKI耐药患者需检测ABL激酶区突变再选择合适的治疗方案。此外，BCR-ABL激酶区突变位点不固定，目前已报道近百种突变类型分布于ABL第220\~500氨基酸范围内[@b13]。因此能够确定突变碱基位点及类型的Sanger直接测序法是目前临床常规主要方法。

直接测序法的检测结果决定了治疗措施的采用和临床研究得出的结果，因此准确性十分重要。尽管国际上已有很多关于ABL突变的临床研究报道，但是未见检测方法学的报道。有关BCR-ABL转录本水平以及BCR-ABL^IS^方面有一些方法学以及关于实验室间比对的报告，关于突变方面的室间比对尚未见报道。国内已广泛开展ABL突变检测，但准确性未知。为此，我们6家医院做了国内第一次ABL突变的室间比对，结果显示大部分样本结果一致，但是仍有约1/3的结果不一致，检测过程存在一些普遍问题，ABL突变检测仍待改进。

这次比对样本来自6家医院临床送检ABL突变的样本，包含了P210及P190两大主要类型的BCR-ABL；患者均为TKI治疗后耐药，BCR-ABL水平均高于主要分子学缓解（MMR）水平，即为指南中推荐突变检测时的BCR-ABL水平；突变类型包括了最常见的23种类型，并且常见类型近似于之前的报道[@b6],[@b14]，其中F317L较高比例可能与二代TKI的应用有关；因此，本次比对突变样本组成近似临床检测中ABL突变检测的实际状况，比对结果有可能反映临床常规中的真实表现。

约一半样本的结果不一致与突变比例低有关。Sanger测序法尽管有诸多优点，但是敏感度较低（约15%）。当突变比例较低尤其是在敏感度附近时，判定是否存在突变比较困难。突变是患者发生TKI耐药的主要原因之一，一些突变类型对不同的二代TKI敏感性不同，在患者表现耐药之前突变克隆有一个从无到有、从小到大的变化过程。已有数据显示与直接测序法相比，更敏感的二代测序法能够发现比例更低的突变、更早提示耐药从而可能指导临床选择最合适的二线TKI以及提前干预[@b15]。因此，在更敏感的突变检测具有明确的临床意义得到充分证明后，二代测序法有可能替代Sanger测序法成为未来突变检测的主要手段。

真核生物mRNA转录后剪接过程的剪接位点主要包括内含子5′端的GU和3′端的AG。第248号氨基酸密码子由CTG突变为GTG形成L248V型点突变，同时形成新的5′端GT剪接点，与81个碱基之后的AG配合造成剪接发生，导致L248V型点突变与缺失81个碱基的Δ（D248--274）突变体同时存在，突变图谱表现为自第248号氨基酸密码子开始持续杂合峰型。这是L248V型点突变的图谱特征[@b16]，可以通过克隆测序来明确。

根据目前已报道的突变类型，建议检测区域应介于第220\~500氨基酸范围内[@b13]，扩增测序应包含此区域。比对结果证明有的医院ABL检测范围尚未覆盖全面，导致超出范围的突变不能检测到。此外，检测过程中的各种人为错误见于约1/3的样本中，这一点需要引起重视。

突变比例根据测序峰高度来估计，各家医院报告会有一定差异。比对显示所有样本均存在报告比例的差异，约一半的样本差别为10%，4/5的比对样本比例最大差别不超过20%，可以认为是估计误差所致。不过个别样本的差异较大，测序峰图明显显示了这种差异，说明同样的cDNA样本经过不同的扩增反应和测序之后，可能测序图谱中突变比例会明显不同。这说明，测序峰图谱显示的突变比例不能完全代表真实的突变比例，受扩增和测序过程的影响。在RQ-PCR技术发明后证实终点定量即根据PCR产物定量不准确，测序峰图突变比例的批间差异也证明了这一点。因此，如果临床报告中包含突变比例，应该做大概而非精确描述以显示其特征。

我们还发现标本质量差与扩增失败及室间测序图谱差异大明显相关。其原因主要在于与RQ-PCR相比，突变检测的扩增产物要长得多，如果RNA降解就无法成功扩增；此外质量差的样本扩增和测序的随机性增大。因此，BCR-ABL激酶区点突变检测要求更高质量的样本来保证检测的成功率及可靠性。

我们通过国内首次的BCR-ABL激酶区点突变检测的样本比对，发现了当前临床常规检测中普遍存在的问题，通过相关改进将促进检测水平的提高。比对结果显示突变比例低是导致室间突变报告不一致的主要因素之一，更敏感的测序技术如二代测序法的临床应有可能是未来的手段。
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